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Maßanalytische Bestimmung des Hämoglobins. 
Von 
St. Rusznyák und E. B. Hätz. 
(Aus d e m Chemischen Laboratorium der Medizinischen Klinik der Kgl . 
Ungar. Franz Josef-Universität in Szeged.) 
(Eingegangen am 19. Juli 1935.) 
Mit 3 Abbildungen im Text . 
Die meist üblichen Hämoglobinbestimmungen wurzeln in dem 
Prinzip, daß das Hämoglobin in irgendein farbiges Derivat überführt 
wird, dessen Menge durch Vergleich mit einer Standardlösung von 
bekannter Konzentration ermittelt wird. Die Genauigkeit der durch 
diese kolorimetrischen Methoden erreichten Resultate ist zwar vom 
medizinisch-praktischen Standpunkt ganz befriedigend, sie entspricht 
jedoch kaum den Anforderungen, die bei experimentellen Untersuchungen 
gestellt werden müssen. Auch wurden Methoden ausgearbeitet, die die 
Bestimmung des Bluthämoglobins auf die Bestimmung des Eisengehalts 
des Blutes zurückführen. Aus neueren Untersuchungen ging jedoch 
hervor, daß ein Teil des im Blute befindlichen Eisens nicht an Hämoglobin 
gebunden ist. 
Eine vollkommen zuverlässige, jedoch wenig gebräuchliche Be-
stimmungsmethode beruht auf der Eigenschaft des Hämoglobins, daß 
es sich mit gewissen Gasen zu Komplexen verbindet. Setzt man aus so 
einer Komplexverbindung das Gas wiederum in Freiheit, so kann man 
durch eine Gasvolumbestimmung zu Zahlenwerten gelangen, aus denen 
man die Menge des Hämoglobins leicht berechnen kann. Von den Gasen, 
die das Hämoglobin zu binden fähig ist (Kohlenoxyd, Sauerstoff, Cyan-
wasserstoff), kommt bei der gasometrischen Hämoglobinbestimmung in 
erster Reihe das Kohlenoxyd in Betracht, und zwar hauptsächlich deshalb, 
weil es in Wasser — so auch im Plasma — kaum löslich ist und weil es 
vom Hämoglobin sehr energisch gebunden wird. Obzwar die mit Hilfe 
von Kohlenoxyd durchgeführten gasometrischen Bestimmungen zweifels-
ohne sehr genaue Resultate liefern, konnten sich diese Methoden im 
Laboratoriumsbetrieb doch nicht genügend einbürgern. Das Hindernis 
ihrer allgemeineren Verbreitung ist wohl in dem Umstand zu suchen, daß 
sie verhältnismäßig recht komplizierte und teure Apparate beanspruchen 
und ihre Durchführung sehr große Übung und peinlichste Sorgfalt 
erfordert. 
Die sehr genauen Resultate, die die CO-gasometrische Methode1 
liefert, veranlaßten uns, dieses Verfahren zu einer maßanalytischen 
1 Siehe van Slyhe u . Hiller, J. of biol. Chem. 78, 807, 1928. 
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Bestimmungsmethode des Hämoglobins auszuarbeiten. Dies schien 
uns dadurch möglich, daß L. 11'. Winkler1 unlängst eine maßanalytische 
Methode bekannt gab, die sich zur genauen Bestimmung äußerst geringer 
CO-Mengen eignet. Durch Einbeziehung der letztgenannten Methode 
konnten wir in der Tat unser gesetztes Ziel ohne nennenswerte Schwierig-
keit erreichen. 
Das Prinzip unserer Methode ist folgendes: Eine bestimmte Menge 
des defibrinierten Blutes wird mit Kohlenoxyd gesättigt und das über-
schüssige, also durch Hämoglobin nicht gebundene Kohlenoxyd mit 
Stickstoff aus dem Absorptionsgefäß verdrängt. Nun wird das gebundene 
Kohlenoxyd mittels Kaliumferricyanid in Freiheit gesetzt und mit 
Stickstoff quantitativ in ein Sammelgefäß getrieben. Das Gasgemisch 
(CO und N2) wird im geschlossenen Gefäß mit einer kaliumbromid-
haltigen Palladochloridlösung in Reaktion gebracht, wobei nach der 
Gleichung 
PdCl 2 + CO = P d + COCl 2; (COCl2 + H 2 0 = 2 H C l + C 0 2 ) 
eine mit dem Kohlenoxyd äquivalente Menge metallisches Palladium zur 
Ausscheidung gelangt. Der fein verteilte Metallniederschlag wird mit 
einer bestimmten Menge Kaliumbromatlösung bekannten Titers versetzt 
und das Reaktionsgemisch angesäuert. Durch Wechselwirkung der aus 
dem Kaliumbromat in Freiheit gesetzten Bromsäure und der aus dem 
Kaliumbromid in Freiheit gesetzten Bromwasserstoffsäure entsteht 
eine dem Kaliumbromat äqui-
valente Menge Brom, die nun 
auf das Palladium unter Bil-
dung von Palladobromid 
lösend einwirkt. Der Über-
schuß des Broms wird mit 





a) Rundkolben v o n 100 bis 
150 com Inhalt , zur CO-Ent -
wicklung. 
b) 2 Waschf laschen 3 , die zugleich die Rol le des Druckreglers über-
n e h m e n (Abb. 1). Rohr „ o " der einen Flasche wird mit d e m CO-Entwickler 
verbunden, das analoge Rohr der zwei ten Flasche mit e inem St ickstoff -
' Zeitschr. f. anal. Chem. 97, 18, 1934. — 2 Zeitschr. f. angew. Chem. 
28, I, 480, 1915. — 3 Siehe auch Fr. Pregl, D ie quant i ta t ive organische 
Mikroanalyse. 
Abb l . 
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gasometer . D i e R o h r e „6" werden an e inen T - H a h n (Dr) angeschlossen, dessen 
dr i t te Verzweigung a n das Sätt igungsgefäß (s. unten) angekuppelt wird. 
c) Sät t igungsgefäß laut Abb. 2. 
d) S a m m e l g e f ä ß laut Abb. 3. 
Die Bereitung des Kohlenoxyds. E i n mi t 5 c c m konz. Schwefelsäure 
beschickter Rundko lben (langhalsiger) v o n 100 bis 150 ccm Inhalt wird mi t 
e inem dicht s i tzenden, zweifach durchbohrten Gummistopfen verschlossen. 
Durch die eine Bohrung des 
Stopfens führt das Rohr eines 
Tropftrichters, die zwei te 
Bohrung durchläuft ein recht-
winkl ig gebogenes Rohr, 
dessen freies E n d e mit te ls 
eines Schlauchstückes an die 
e ine Waschf lasche ange-
schlossen wird. Aus dem 
Tropftrichter läßt m a n auf 
e inmal 0,5 bis 1 ccm Ameisen-
säure zur Schwefelsäure ein-
f l ießen und erwärmt den 
K o l b e n mi t kleiner F l a m m e 
durch ein Drahtnetz so lange, 
bis eine lebhafte Gasentwick-
lung einsetzt . Sollte die Gas-
entwicklungvorze i t igabf lauen, 
führt m a n tropfenweise weitere 
Mengen Ameisensäure ein. 
Erforderliche Reagenzien. 
1. Octy la lkohol . 
2. Kal iumferricyanidlösung: 92 ccm 32 %ige Kal iumferricyanidlösung 
+ 8 c c m konz . Milchsäure (D 1,2). 
3. Pal ladochloridlösung, die nach folgender Vorschrift L. W. Winklers 
bere i te t wird: „Man löst 0 , 2 g reines metal l i sches Pal ladium (Blech oder 
D r a h t ) unter ge l indem Erwärmen in e twa 10 ccm Königswasser. D i e 
L ö s i m g wird in einer 50 c c m fassenden Porzel lanschale auf dem D a m p f b a d 
e ingetrocknet . D e n Rückstand löst m a n in 10 ccm 20 %iger Salzsäure u n d 
trocknet wieder e in; das Eintrocknen m i t Salzsäure ist noch dreimal zu 
wiederholen. Der endgült ige, nitratfreie R ü c k s t a n d wird m i t 10 g Kal ium-
bromid z u s a m m e n unter Erwärmen in 20 c c m n Salzsäure u n d 100 c c m 
Wasser gelöst . D i e Lösung wird mit einigen Körnchen Bimsste in und 1 ccm 
s t ä r k s t e m Weinge i s t versetzt , in e inem Erlenmeyer-Kolben e twa 10 Minuten 
lang i m Sieden gehalten, u m das b e i m Eintrocknen allenfalls nicht zer-
s e t z t e Pal ladichlorid zu Palladochlorid zu reduzieren, weiterhin, u m den 
Ü b e r s c h u ß des Weingeis tes zu vertreiben. N a c h d e m Erkal ten werden in 
der F lüss igke i t 5 g reines kristall isches Natr iumace ta t ( C H . , C O O N a . 3 H z O ) 
ge löst . D i e durch e inen kleinen Wat tebausch fi ltrierte Lösung wird mi t dem 
Waschwasser auf 200 ccm verdünnt . D ie 1 % Pal ladium enthaltende rötlich-
braune , kristal lklare Flüssigkeit hä l t sich in einer Glasstöpselflasche un-
veränder t ." 
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4. 0,02 n Kaliumbromatlösung: 0,5567 g pro anal. Kaliumbromat 
werden in dest. Wasser zu 1 Liter gelöst. 
5. 0,02 n Arsenitlösung, die nach folgender Vorschrift L. W. Winklers1 
bereitet wird: „In einem Erlenmeyer-Kölbohen werden 0,9893 g aller -
reinstes, bei 100° getrocknetes Arsentrioxyd (zur Analyse) mit 1 g Natrium-, 
hydroxyd und etwa 20 com Wasser auf dem Dampfbad erwärmt, bis sich 
das Arsentrioxyd gelöst hat." Die Lösung kommt in den Literkolben und 
wird hier mit dem Spülwasser auf etwa 500 com verdünnt. Zuletzt werden 
in den Kolben 2 com konz. Schwefelsäure gegeben. Nachdem die Lösung 
den Wärmegrad des Arbeitsraumes angenommen hat, wird auf 1000 ccm 
verdünnt." 
6. Jodlösung: 0,053 g gepulvertes Jod werden in l c c m n Natronlauge 
gelöst und die Lösung mit dest. Wasser auf 1000 com verdünnt. 
7. Tetrachlormethan.' Es darf nur ein reinstes Präparat angewendet 
werden. 
8. 10 %ige Salzsäure. 
Gang der Bes t immung. 
1 bis 2 ccm des Blutes werden durch den Trichter ,,b" in das 
Sättigungsgefäß (Abb. 2) eingeführt, der Benetzungsrückstand mit 3 bis 
4 ccm destilliertem Wasser hineingewaschen und schließlich — zur 
Vermeidung des Schäumens — 2 Tropfen Octylalkohol zugesetzt. 
Rohr „d" des Gefäßes wird mit der Waschvorrichtung verbunden, der 
T-Hahn in die Richtung des CO-Entwicklers gestellt und die CO-Ent-
wicklung in Gang gesetzt. Man läßt ungefähr 1 Minute lang einen 
lebhaften CO-Strom durch das Blut streichen; dies genügt vollständig 
zur Sättigung des Blutes. Nun wird der T-Hahn in die Richtung des 
Stickstoffgasometers umgestellt und 5 Minuten lang ein lebhafter Stick-
stoffstrom durch das System geleitet. Nach Ablauf der fünften Minute 
wird der Gasstrom abgestellt und das Rohr „c" des Sättigungsgefäßes 
mittels eines Stückchen Vakuumschlauches mit dem Rohr „c" des 
Sammelgefäßes (Abb. 3) verbunden. Letzteres wird vor dem Ankuppeln 
vollständig mit destilliertem Wasser gefüllt. Sind die zwei Gefäße mit-
einander verbunden, öffnet man die Hähne „c" und ,,a" des Sammel-
gefäßes und läßt in das Sättigungsgefäß durch dessen Trichter ,,b" 
10 ccm destilliertes Wasser und darauffolgend 0,5 ccm Kaliumferricyanid-
lösung einfließen; ein Lufteintritt muß selbstredend sorgfältigst ver-
mieden werden. Nun läßt man durch Rohr ,,d" in langsamen Strom 
Stickstoff streichen, um das durch das Kaliumferricyanid in Freiheit 
gesetzte Kohlenoxyd aus dem Sättigungsgefäß in das Sammelgefäß zu 
überführen. Das einströmende Gas verdrängt aus dem Sammelgefäß 
allmählich das Wasser; man stelle den Gasstrom so ein, daß das Aus-
tropfen des Wassers ungefähr 4 bis 5 Minuten in Anspruch nimmt. Man 
läßt übrigens das Wasser nicht gänzlich ausfließen, sondern nur soweit, 
daß noch ungefähr 10 ccm im Gefäß zurückbleiben. Ist dieser Zustand 
1 Zeitschr. f. anal. Chem. 97, 18, 1934. 
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erreicht, so werden die Hähne bei „a" und ,,c" gleichzeitig geschlossen 
und das Gefäß abgekuppelt. ; 
Durch den Hahn bei „ a " saugt man mit Hilfe eines Schlauches 
die noch zurückgebliebene Wassermenge heraus (Hahn bei ,,£>" und ,,c" 
bleibe unterdessen geschlossen!), und achtet sorgfältig darauf, daß kein 
Gasverlust entstehe. Durch diese Operation entsteht im Gefäß ein 
schwaches Vakuum, so daß jetzt die Einführung von 10 ccm Pallado-
chloridlösung durch den Trichter „b" ohne Schwierigkeit und Gas-
verlust erfolgen kann. Man schüttelt das von der Außenluft verschlossene 
Gefäß einigemal und läßt es 2 Stunden stehen. Während des Stehens 
wird das Schütteln noch einigemal wiederholt, damit die Gefäßwand mit 
frischer Reagenslösung benetzt wird. Nach Ablauf der 2 Stunden ist die 
Reaktion beendet und es kann mit der Bestimmung des ausgeschiedenen 
Palladiums begonnen werden.. Zu diesem Zweck führt man durch den 
Trichter ,,6" der Reihe nach 2 ccm Tetrachlormethan, 2,00 ccm 0,02 n-
Kaliumbromatlösung, 5 ccm 10 %ige Salzsäure und 1 ccm Jodlösung in 
das Gefäß ein. Man schüttelt das Reaktionsgemisch so lange, bis sich 
der Palladiumniederschlag vollständig gelöst hat. Jetzt wird die Flüssig-
keit durch den Hahn bei ,,a" in einen Meßzylinder mit eingeschliffenem 
Stopfen von 25 ccm Inhalt abgelassen und das Sammelgefäß zweimal mit 
je 2 bis 3 ccm destilliertem Wasser nachgespült. 
Die Ermittlung des Bromüberschusses erfolgt nun auf folgende 
Weise: Das Reaktionsgemisch wird tropfenweise so lange mit der 
Arsenitlösung versetzt, bis sich nach starkem Aufschütteln das am Boden 
des Zylinders angesammelte Tetrachlormethan eben schwach rosa 
angefärbt hat . Dieser Endpunkt der Titration kann sehr scharf erfaßt 
werden, da die anfänglich gelbe Farbe des Tetrachlormethans mit der 
stufenweisen Abnahme des Bromgehalts immer mehr verblaßt und 
später ganz verschwindet. Erst nach dieser vollkommenen Entfärbung 
t r i t t dann — durch weiteren Zusatz der Meßlösung — plötzlich die 
Rosafärbung auf. 
Die Titerstellung der Lösungen erfolgt durch einen Blindversuch, 
den man auf folgende Weise ausführt : Man beschickt den Meßzylinder 
mit 10 ccm Palladochloridlösung, 5 ccm 10 %ige Salzsäure, 2 ccm 
Tetrachlormethan, 2,00 ccm 0,02 n Kaliumbromatlösung und 1 ccm 
Jodlösung und läßt in das Gemisch aus der Meßbürette vorerst 1,8 ccm 
0,02 n Arsenitlösung träufeln. Man schüttelt stark und versetzt tropfen-
weise mit der Arsenitlösung und schüttelt nach jedem hinzugefügten 
Tropfen stark um. Der Äquivalenzpunkt kann auf diese Weise sehr 
genau beobachtet werden. Bis zur Rosafärbung des Tetrachlormethans 
werden gewöhnlich 1,90 4; 0,05 ccm Arsenitlösung verbraucht. 
Die Berechnung beruht auf folgenden Zusammenhängen : 1 ccm 
0,02 n Kaliumbromatlösung = 0,224 ccm CO (0° C, 760 mm) ; 1,34 ccm 
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CO (0° C, 760 mm) = 1 g Hämoglobin. Der Hämoglobingehalt läßt sich 
demnach mit Hilfe folgender Formel berechnen: Hämoglobin in 100 ccin 
(a — b). 22,4 
Blut = , wenn zur Bestimmung 1 ccm Blut herangezogen 
1,34 
wurde. Hier bedeuten: ,,a" die verbrauchte Kubikzentimeterzahl der 
Arsenitlösung beim Blindversuch, ,,b" die verbrauchte Kubikzentimeter-
zahl an Arsenitlösung bei der eigentlichen Bestimmung. 
In der Tabelle I haben wir einige Resultate angeführt, die die 
Zuverlässigkeit und Genauigkeit unserer Methode beweisen. In 
Tabelle I I haben wir die Resultate-unserer Methode mit den Resultaten 
der gasometrischen Methode von van Slyke und Hiller1 verglichen. Wie 
ersichtlich, stimmen die Resultate miteinander sehr gut überein. 
T a b e l l e I. 
Hämoglobin in % 
L. J. | 
M. P. | 
D. M. | 
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T a b e l l e II. 
Hämoglobin in o/0 
naeb van Slyke maß analytisch 
J. I. 12,20 12,28 
I. J. 11,43 11,36 
Zusammenfassung. 
Zur Hämoglobinbestimmung wird eine Methode empfohlen, welche 
auf einer titrimetrischen Bestimmung der Kohlenoxydkapazität des 
Blutes beruht. 
1 J. of. biol. Ohem. 78, 807, 1928. 
